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Demência é uma síndrome caracterizada por diminuição progressiva da capacidade 
cognitiva do indivíduo. Dentre as principais demências, tem a doença de Alzheimer 
(DA), associada a déficits cognitivos e distúrbios neurodegenerativos. Atualmente, 
as intervenções terapêuticas para a DA não são efetivas. Sendo assim, tratamentos 
que visem atuação em estágios mais iniciais da doença são necessários para que se 
possa tentar modificar o prognóstico da patologia. A fisiopatologia inclui a perda 
sináptica, aumento de placas senis constituídas de peptídeo β-amiloide (Aβ) 
extracelular e aumento de emaranhados neurofibrilares intracelulares compostos por 
agregados da proteína Tau hiperfosforilada, uma proteína estabilizadora dos 
microtúbulos. Além disso, acredita-se que a disfunção cognitiva possa estar 
associada à neuroinflamação, desencadeando uma resposta complexa da microglia, 
levando ao aumento da fagocitose dos neurônios no hipocampo, que culmina na 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e morte neuronal, com 
consequente comprometimento da memória. O objetivo deste trabalho foi avaliar a 
segurança do tratamento com nanopartículas de ouro (NPAu) em modelos de 
demência sobre parâmetros de cognição, inflamação e metabolismo. Após testar 
dois tempos de intervalo de uso de NPAu 24 e 48 horas, determinou-se que o uso 
de NPAu na dose de 2,5mg/kg tamanho de 20nm aplicado a cada 48h durante 21 
dias era mais seguro. Dois modelos de demência foram utilizados para induzir 
alterações fisiológicas semelhantes as que são encontradas em pacientes com DA. 
O modelo de estrepzotocina (STZ) 3mg via intracerebroventricular (ICV) que induz 
uma resistência à sinalização da insulina em regiões cerebrais associadas à 
aprendizagem e a memória levando à uma disfunção cognitiva, prejuízo no 
metabolismo energético, aumento do estresse oxidativo, hiperfosforilação da 
proteína Tau e aumento de Aβ e o modelo de ácido ocadáico (AO) na dose de 
100ug via ICV, que induz hiperfosforilação da proteína Tau e um aumento na 
produção de Aβ causando dano cognitivo, dano de memória e neurodegeneração 
decorrente do acumulo de emaranhados fibrilares e placas beta. O tratamento com 
NPAu na dose 2,5mg/kg por via intraperitoneal (IP), com intervalo entre uma dose e 
outra de 48hs iniciou 24h após indução dos modelos de demência proposto. As 
NPAu foram capazes de prevenir o dano mitocondrial e manter o status energético 
cerebral bem como prevenir o déficit cognitivo induzido no modelo de resistência 
cerebral à insulina. Além disso no modelo de taupatia, modulou a atividade da ATP 
sintase e ativou a microglia, possivelmente para um fenótipo neuroprotetor, 
mostrando um efeito que ainda não havia sido demonstrado desta molécula. O 
trabalho propôs investigar o efeito das NPAu como um possível antioxidante para 
ajudar no tratamento para as demências, principalmente a DA, considerando que 
esta molécula apresenta características antioxidante e anti-inflamatórias, e essas 
características estão presentes na etiologia da DA. No entando, mais estudos são 
necessários para descartar qualquer efeito colateral que nosso trabalho no 
conseguiu observar. 











Dementia is a syndrome characterized by increasing the cognitive ability of the 
individual. Among the main dementias, it has Alzheimer's disease (AD), associated 
with cognitive deficits and neurodegenerative disorders. Currently, the therapeutic 
operations for AD are not effective. Thus, treatments that are having more recent 
operations are more demanding for the pathology prognosis program. 
Pathophysiology includes synaptic loss, increased senile plaques made up of 
extracellular β-amyloid peptide (Aβ), and increased intracellular neurofibrillary by 
hyperphosphorylated Tau protein, a microtubule-stabilizing protein. In addition, it is 
believed that cognitive dysfunction may be associated with neuroinflammation, 
triggering a complex microglia response, leading to increased phagocytosis of non-
hippocampal neurons, culminating in the production of reactive oxygen species 
(ROS) and neuronal death, with consequent memory impairment. The objective of 
this work was to investigate the use of nanoparticles of gold (GNP) in the model of 
dementia about parameters of cognition, inflammation and metabolism. After two-
time GNP use interval testing at 24 and 48 hours, it was determined that the use of 
GNP at the dose of 2.5mg / kg size of 20nm applied every 48 hours for 21 days was 
safer. Dementia models were used to induce the physiological effects similar to those 
found in patients with AD. The model of strepzotocin (STZ) 3mg via 
intracerebroventricular (ICV), which induced resistance to insulin signaling in brain 
regions associated with learning and the activation of cognitive dysfunction without 
energetic metabolism, increased oxidative stress, hyperphosphorylation of Tau 
protein and increase of Aβ and ocadaic acid (AO) at the 100ug dose via ICV, which is 
a hyperphosphorylation of the protein and an increase in the production of cognitive 
fatty acids, memory damage and neurodegeneration due to the accumulation of 
fibrillar tangles and beta plaques . GNP treatment at 2.5 mg / kg intraperitoneally (IP) 
can be initiated in one dose and another 48 hours starting 24 hours after the 
indication of the dementia models presented. GNP was able to prevent mitochondrial 
damage and maintain brain energetic state as preventing cognitive deficit induced in 
the insulin resistance model of the brain. In addition, there was no tuppathy model, 
modulated ATP synthase activity and produced a microglia, possibly for a 
neuroprotective phenotype, with a different effect from that which was temperate. 
The aim of this study was to investigate the effect of GNP as a possible anti-oxidant 
to help treat dementias, especially AD, since this molecule has antioxidant and anti-
inflammatory properties and those that are present in the etiology of AD. However, 
more studies are needed to rule out any side effects that our work failed to observe. 
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Demência é uma síndrome caracterizada por diminuição progressiva da 
capacidade cognitiva do indivíduo (que inclui memória, linguagem e abstração, entre 
outros domínios), o que prejudica seu desempenho na realização das atividades 
diárias. O indivíduo com demência torna-se cada vez mais, dependente de terceiros 
para a vida em sociedade e para seus cuidados. De acordo com a OMS (2012), o 
número de pessoas vivendo com demência no mundo é de aproximadamente 35,6 
milhões (OMS, 2012). Esse número deve dobrar até 2030 e mais do que triplicará 
em 2050. Projeta-se um custo anual em 2050 de 600 bilhões de dólares no cuidado 
dos pacientes com demência, e até o momento não existem medicamentos eficazes 
no tratamento da maioria dessas doenças (Custódio et al., 2017)  
Atualmente encontramos demência do tipo vascular, demência dos corpúsculos 
de Lewy, demência frontotemporais e demência tipo doença de Alzheimer (DA) 
(Villemagne et al., 2018), entre outras. A DA é a demência mais prevalente, sendo 
responsável por até 70% dos diagnósticos. Na América Latina estima-se que 
chegará a 50 milhões de pessoas diagnosticadas com demência em 2050, e 
seguindo dados mundiais, países como Brasil, Cuba, Chile, Peru e Venezuela a DA 
terá prevalência de 55,1% desses diagnósticos (Custódio et al., 2017). A DA é 
considerada uma epidemia mundial e apesar do grande número de estudos e 
aumento no conhecimento da doença, nenhum tratamento modificador dela 
realmente eficaz foi produzido (Lanea et al., 2018), portanto o desenvolvimento de 
novos fármacos com potencial terapêutico se faz necessário. No curso da DA, cerca 
de 80% dos neurônios hipocampais morrem e os sintomas progressivos da DA se 
manifestam como distúrbios cognitivos graves. É uma doença extremamente 
debilitante, associada a intenso sofrimento para o paciente, incluindo prejuízo 
funcional progressivo, perda da independência e sintomas comportamentais (Galvin 








1.1.1 Demência tipo Doença de Alzheimer (DA) 
 
A DA é a principal demência hoje encontrada no mundo, foi descrita pela primeira 
vez em 1907 por Alois Alzheimer (Alzheimer, 1907; Kidd, 1963; Selkoe, 2001), 
através de observações de análises histológicas em cérebro de uma paciente post 
morten. É uma doença neurodegenerativa, caracterizada pela perda progressiva de 
memória e diminuição de funções cognitivas em um processo associado com a 
perda de neurônios, com consequentes respostas inflamatórias e anormalidades 
mitocondriais (Reddy e Beal, 2008). A DA resulta da interrupção dos circuitos 
corticais associadas a morte neuronal e perda sináptica. Nesta doença, há uma 
vulnerabilidade seletiva, em que a degeneração de neurônios gera demência 
(Donohue et al., 2014; Koch et al., 2014; Spires-Jones e Hyman, 2014). 
Dentre as principais características fisiopatológicas da DA, encontram-se perda 
sináptica, aumento de placas senis constituídas de peptídeo Aβ extracelular 
(formado a partir do processo amiloidogênico da proteína precursora amiloide) e 
aumento de emaranhados neurofibrilares intracelulares compostos por agregados da 
proteína Tau hiperfosforilada, uma proteína estabilizadora dos microtúbulos 
(Serrano-Pozo et al., 2011; Krstic e Knuesel, 2013, Villemagne et a., 2018). Estas 
mudanças são acompanhadas por astrogliose e ativação de células da microglia 
(Heneka et al., 2010; Verkhratsky et al., 2010). Acredita-se que as placas Aβ e os 
emaranhados neurofibrilares sejam as principais características desta doença, 
acompanhadas por uma marcante atrofia e perda de neurônios cerebrais (Nimmrich 
e Ebert, 2009). Atualmente, entretanto, novas hipóteses como neuroinflamação e 
estresse oxidativo estão sendo propostas como causadoras de DA, considerando 
que muitas alterações moleculares ocorrem antes do aparecimento das placas de 
Aβ e emaranhados no cérebro (Nazem et al., 2015). 
A proteína precursora amiloide (APP) é uma proteína transmembrana tipo I que 
desempenha papéis importantes no crescimento dos neuritos, tráfego de proteínas 
neuronais, transdução de sinal e metabolismo do cálcio (Zheng e Koo, 2006). Esta 
proteína pode ser clivada por enzimas chamadas secretases do tipo α, β e ɣ. A 
clivagem da APP pela enzima β-secretase (clivagem extracelular) e ɣ-secretase 





(APPsβ) e, na sequência, ao peptídeo Aβ e o domínio intracelular da APP. Porém, a 
clivagem combinada da APP pela α-secretase (clivagem extracelular em sítio distinto 
daquele da β-secretase, dentro da sequência de aminoácidos que formam o 
peptídeo Aβ) e ɣ-secretase dá origem ao fragmento APPsα, prevenindo a formação 
do peptídeo Aβ. Adicionalmente, esta via não amiloidogênica dá origem ao peptídeo 
P3 e ao domínio intracelular da APP (Wilquet e De Strooper, 2004; Danysz e 
Parsons, 2012; Di Carlo et al., 2012).  
Dentre os peptídeos formados pela via amiloidogênica, encontram-se 
principalmente os peptídeos Aβ1-40 e Aβ 1-42, embora sejam produzidos outros 
peptídeos, como os peptídeos Aβ1-37 e Aβ1-43. Entretanto, estes últimos se 
encontram em menor quantidade (Claeysen et al., 2012).  O peptídeo Aβ1-42 
apresenta uma tendência maior a se agregar do que o Aβ1-40 e tem-se atribuído a 
ele a forma patogênica principal presente na DA. O acúmulo destes peptídeos Aβs 
induz neurotoxicidade e acredita-se que este seja um fator fisiopatológico crucial 
para o desenvolvimento da DA (Danysz e Parsons, 2012). 
Em condições fisiológicas, a fosforilação da proteína Tau contribui para a 
manutenção do citoesqueleto dos neurônios. Esta proteína encontra-se 
principalmente nos axônios, mas também pode ser encontrada nos neuritos. O 
balanço entre a Tau fosforilada e não fosforilada regula a estabilidade dos 
microtúbulos no citoesqueleto, agindo como um sistema de transporte, visto que 
mantêm o fluxo axoplasmático (Goedert, 1993; Goedert et al., 2006; Spillantini e 
Goedert, 2013). Quando há um desequilíbrio entre as atividades das quinases e 
fosfatase da tau, ocorre uma hiperfosforilação desta proteína. Isso induz redução da 
afinidade da proteína Tau com as proteínas que formam o citoesqueleto dos 
microtúbulos, aumento de proteases ativadas por cálcio e aumento da sua 
degradação via ubiquina-proteossomo (Iqbal et al., 2009; Medeiros et al., 2010). 
Além disso, induz a agregação intracelular dos emaranhados neurofibrilares, 
característica importante da patologia da DA (Danysz e Parsons, 2012). 
Tanto os depósitos extracelulares de Aβ quanto os emaranhados neurofibrilares 
intracelulares são encontrados em neurônios e células da glia de regiões cerebrais 
responsáveis pela memória e cognição. Dentre estas regiões com extensa 





al., 2003), regiões neocorticais (Terry et al., 1981) e o prosencéfalo basal (Teipel et 
al., 2005). Este processo neurodegenerativo é caracterizado pela destruição precoce 
das sinapses (Masliah e Terry, 1994; Masliah, 2000; Crews e Masliah, 2010), com 
degeneração retrógrada dos axônios e eventual atrofia da árvore dendrítica 
(Coleman e Perry 2002; Higuchi et al., 2002; Grutzendler et al., 2007) e corpo celular 
(Hyman et al., 1986; Lippa et al., 1992). Os depósitos de Aβ e emaranhados 
neurofibrilares são fatores precipitantes de múltiplas vias neurotóxicas, como 
excitotoxicidade glutamatérgica, estresse oxidativo, depleção energética, inflamação, 
apoptose e disfunção das neurotrofinas associadas ao intenso prejuízo cognitivo 
observado em pacientes com DA (Hock, et al., 2000; Dong et al., 2009; Lau e 
Tymianski, 2010; Mehta et al., 2013; Octave et al., 2013). 
A etiologia da doença ainda não está totalmente elucidada, mas sabe-se que 
múltiplos fatores ambientais e genéticos estão envolvidos, como idade, sexo, 
histórico familiar, educação, depressão, hipertensão, diabetes, colesterol alto, baixa 
atividade física e cognitiva, hábitos de vida e medicamentos (Schipper, 2011). A 
terapia farmacológica atualmente aprovada para a DA é apenas paliativa. Promove 
melhora cognitiva temporária e modesta, sem alterar o curso da doença ou o 
resultado final desta. As principais classes de fármacos utilizados na DA são 
inibidores da atividade da enzima acetilcolinesterase (IAChE) e antagonistas de 
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Bond et al., 2012).  
 
1.2 ALZHEIMER E INFLAMAÇÃO 
 
A inflamação é um mecanismo de defesa contra as múltiplas ameaças, 
incluindo as infecções e lesões. O processo inflamatório é complexo, e envolve 
células especializadas que são mobilizados para neutralizar e restaurar a fisiologia 
normal do corpo. No cérebro, as células gliais, em especial os astrócitos e microglia 
são submetidos a ativação sob os mediadores pró-inflamatórios. A inflamação 
desempenha um papel crítico na patogênese da DA e doenças metabólicas, 
incluindo a diabetes mellitus tipo 2 (DMII) (Coleman e Perry, 2002, Ferreira, 2014). 
A inflamação é observada nos cérebros de indivíduos com DA, porém o que 
sustenta a inflamação na DA não é clara. Enquanto uma resposta imediata a um 





nos tecidos e declínio funcional (Wilkin et al., 2004).  O sistema nervoso central 
(SNC) já foi considerado imuno-privilegiado por causa da presença da barreira 
hematoencefálica (BHE). O acesso de células imunes ao SNC é restrito e 
rigidamente controlado, porém é capaz de iniciar respostas dinâmicas imunes e 
inflamatórias a uma variedade de insultos, como infecções, trauma, acidente 
vascular cerebral, toxinas e outros estímulos. Esta resposta neuroinflamatória aguda 
inclui a ativação de células imunes residentes (microglia) (Popovich et al., 2008; 
Ferreira et al., 2014). A microglia, composta por macrófagos, influencia na 
sobrevivência neuronal, na plasticidade sináptica e na função cognitiva. Influências 
ambientais, como expressão antigênica e injúria celular, determinam fenótipos 
reativos por meio de expressão proteica e alterações morfológicas (Medzhitov et al., 
2000; Streit et al., 2004).  
A ativação microglial crônica é um componente importante das doenças 
neurodegenerativas e este componente provavelmente contribui para a disfunção 
neuronal, lesões e perda de memória (Crutcher et al., 2009; Ferreira et al., 2014). A 
liberação sustentada de mediadores inflamatórios perpetua um ciclo vicioso 
inflamatório, ativando mais microglia, promovendo sua proliferação, e liberação de 
mais mediadores (Ferreira et al., 2014). A cronicidade deste processo associada à 
natureza sustentada da inflamação compromete a BHE, que aumenta a infiltração de 
macrófagos da periferia ao parênquima cerebral e perpetua a inflamação (Rivest et 
al., 2009). Durante o envelhecimento, um dos fatores de risco para a DA, se observa 
aumento de fatores neuroinflamatórios que se postula estarem associados a 
doenças cerebrais, este fenômeno está sendo chamado de inflamação do 
envelhecimento ou do inglês “inflammaging” (Yin et al., 2016) 
Devido a este processo, a microglia ativada pode liberar citocinas pró-
inflamatórias, tais como as interleucinas IL-1β e IL-6, fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-α), o interferon-gama (IFN-γ) e a proteína inflamatória de macrófagos (PIM), 
que regulam a sinalização clássica da cascata inflamatória do ácido araquidônico 
(AA) por meio de fatores de transcrição NF-κβ e ativação da proteína-2 (AP-2) como 
mostrado na figura 1. A indução destas vias de inflamação está associada com a 
hiperfosforilação da Tau (Nazem et al., 2015). A microglia tem a capacidade de 
fagocitar e degradar as placas de Aβ atuando como um fator protetor cerebral, 





aumento da produção destes fatores inflamatórios durante o envelhecimento 
transforma a ativação microglial em pró-inflamatória, o que a associa a 
neurodegeneração. Em modelos transgênicos de DA a ativação crônica da microglia 


















Figura 1: Sistema de dano neural e ativação microglial. O dano neuronal e a deposição de Aβ 
desencadeiam a ativação microglial e de astrócitos, e a geração de mediadores moleculares de 
inflamação. Em consequência promovem uma maior expressão e alteração do processamento de 
APP, deposição de Aβ, fosforilação de Tau, neurodegeneração e estresse oxidativo. Em contraste, foi 
proposto que as células gliais possam mediar a sobrevivência neuronal, mas a progressão da doença 
resulta na falha do reparo dos neurônios. Fonte: Adaptado de Meraz-Ríos et al., 2013 
 
A IL-1 esta aumentada em pacientes com DA e em modelo transgênico de 
hiperexpressão dessa interleucina, apresentam fatores semelhantes a DA apesar de 
não ser considerado um modelo da doença (Tang e Le, 2016). Além disso a 
diminuição da ação do fator de crescimento neural (NGF) por anticorpos induz 
neuroinflamação e é descrito como um modelo de DA. Ainda modelos nocaute para 





etiologia ainda não elucidada e pode envolver uma série de fatores, além dos 
marcadores já classicamente descritos (Nazem et al., 2015). 
 
1.3 ALZHEIMER, FUNÇÃO MITOCONDRIAL E ESTRESSE OXIDATIVO 
 
 
A neuroenergética é a capacidade do cérebro de produzir e usar energia 
necessária para manter sua funcionalidade. Recentemente, esse campo da 
neurociência vem ganhando cada vez maior espaço devido às novas descobertas 
em relação ao uso de substratos energéticos pelas células neurais e a sua 
capacidade de influenciar tanto processos fisiológicos como patológicos. A glicose é 
considerada o principal substrato energético utilizado pelas células cerebrais, 
contudo tem sido demonstrado que outros nutrientes como aminoácidos, corpos 
cetônicos e lactato também são utilizados e exercem grande importância na 
manutenção do equilíbrio energético cerebral (Pellerin, 2008). 
 Os neurônios são altamente dependentes de adenosina trifosfato 
mitocondrial para a manutenção de suas funções fisiológicas, tais como:  
manutenção dos gradientes iônicos na membrana celular, essencial para o potencial 
de membrana, mobilização de vesículas sinápticas dos seus reservatórios, 
plasticidade cerebral entre outros (Muller et al., 2013). Além da função energética a 
mitocôndria neuronal tem uma função fundamental na regulação dos níveis de Ca2+ 
atuando como um tampão que sequestra o Ca2+ liberado no citosol, o que regula 
possíveis efeitos neurotóxicos desse íon, além de também liberar Ca2+ para 
prolongar o sinal intracelular, mostrando que esta organela tem uma função 
neurotransmissora.  Danos às membranas e proteínas mitocôndriais podem 
ocasionar déficit na produção de ATP e no processo de fuselagem de Ca2+, 
ocasionando uma disfunção em toda a célula (Cai e Tammineni, 2017). Portanto a 
atividade mitocondrial acoplada à produção de ATP e a formação do potencial de 
membrana mitocondrial são essenciais para a manutenção da homeostase neuronal 
(Fulo et al., 2003; Mattson et al. 2008).  
O metabolismo da glicose é essencial para a função energética cerebral seja 
na via anaeróbia, como principalmente na via aeróbia mitocondrial. O 
hipometabolismo da glicose é observado em pacientes com DA e associado a 





cérebro utiliza uma grande parte do O2 consumido, em torno de 20%, e, portanto, 
tem um grande potencial de gerar estresse oxidativo, que atualmente é considerado 
um fator desencadeante da DA, gerando oxidação de proteínas, peroxidação 
lipídica, glico-oxidação proteica e acumulo de Aβ (Du et al., 2018). Tendo isso em 
vista, uma disfunção mitocondrial, leva ao estresse oxidativo que pode acarretar em 
diferentes transtornos no SNC (De La Monte e Wands, 2005; De Martins et al., 2005; 
De La Monte et al., 2009). A ativação da microglia na neuroinflamação e 
neurodegeneração induz alterações mitocôndriais e aumento da produção de ERO, 
que já foi associado ao desenvolvimento de DA (Song e Suk, 2017). 
Pacientes com DA apresentam um aumento na utilização de oxigênio, 
sugerindo que uma disfunção na CTE possa estar envolvida na etiologia da doença 
(Cai e Tammineni, 2017). A hipótese da cascata mitocondrial na DA esporádica está 
associada a uma disfunção mitocondrial devido ao aumento do estresse oxidativo e 
aumento na deposição de placas Aβ. Ainda alterações no potencial de membrana 
mitocondrial diminuem a funcionalidade da mitocôndria e aumenta a geração de 
ERO (Tönnies e Trushina, 2017). A atividade reduzida dos complexos I e IV também 
é observada em pacientes com DA (Swerdlow, 2016). 
O estresse oxidativo é uma condição biológica decorrente do desequilíbrio 
entre as atividades oxidantes e antioxidantes no corpo, conduzindo à produção 
excessiva de ERO, radicais livres e peróxidos (Hollander et al., 2000). O tecido 
cerebral é mais suscetível ao estresse oxidativo, devido a sua maior taxa de 
consumo de oxigênio, alto teor de ácidos graxos, menor capacidade regenerativa e 
baixas quantidades de antioxidantes. Os maiores sítios de geração de ERO estão no 
complexo I e III da cadeia de transporte de elétrons e a indução com succinato 
aumenta a produção de H2O2 (Muller et al., 2011; Muller et al., 2013), entretanto não 
se sabe se a neuroinflamação pode afetar esse mecanismo. 
Assim, os radicais livres parecem desempenhar um papel fundamental no 
processo de envelhecimento cerebral, causado pela produção excessiva de ERO no 
cérebro, que tem sido considerado como a causa subjacente para a patogênese de 
diversas doenças neurodegenerativas, e este está implicado na DA e torna-se uma 
característica proeminente e precoce da patologia (Zhou et al., 2012). O mau 
funcionamento mitocondrial exacerba o estresse oxidativo, e consequentemente os 





neurônios vulneráveis à DA (Correia et al., 2011). Novos tratamentos para a DA 
devem focar na melhora do funcionamento mitocondrial considerando ser esta 
organela “um local chave” para etiologia da doença. 
 
1.4 MODELOS DE INDUÇÃO DE DEMÊNCIA 
 
1.4.1 Modelo animal de demência por estreptozotocina (STZ) 
  
 A insulina apresenta funções fisiológicas e fisiopatológicas no SNC, causa 
saciedade, controle de peso, melhora na função cognitiva, aprendizagem e memória 
(Banks et al., 2012). Distúrbios associados à deficiência da liberação desse 
hormônio, ou até mesmo na disfunção do seu receptor, como diabetes mellitus (DM), 
demonstram contribuir, ou em alguns casos, possuir um papel principal no 
desenvolvimento e progressão de doenças neurodegenerativas e neuropsiquiátricas, 
como por exemplo a DA (Ghasemi et al., 2013). Estas duas patologias partilham 
vários aspectos fisiopatológicos, tais como resistência à insulina, agregação da 
proteína amiloide, processos inflamatórios e alterações cognitivas, sugerindo a 
existência de um processo patológico em comum ou relacionado (Blazquez et al., 
2014). A DA está sendo considerada uma doença com características 
neuroendócrina associadas a resistência cerebral à insulina e denominada por 
alguns como “diabetes tipo 3” (Kroner, 2009) como mostrado na figura 2. 
O modelo de resistência cerebral à insulina via administração 
intracerebroventricular (ICV) de STZ replica alguns achados bioquímicos em 
pacientes e em modelos animais de DA. A administração de STZ via ICV em ratos 
demonstrou induzir uma resistência à sinalização da insulina em regiões cerebrais 
associadas à aprendizagem e a memória que leva a disfunção cognitiva, prejuízo no 
metabolismo energético, aumento do estresse oxidativo, hiperfosforilação da 
proteína Tau e aumento de Aβ (Correia et al., 2011). Além disso, a administração de 
STZ via ICV causa uma neuroinflamação por aumentar a expressão de NF-κB, 
citocinas pró-inflamatórias, BNDF e células gliais derivadas de fator neurotrófico 
(Sharma e Gupta, 2001; Grunblatt et al., 2006).  
O uso de STZ via ICV em baixas doses, 1 e 3mg/kg, não causa nenhuma 





na produção de ATP e causa déficit cognitivo a partir de 10 dias até 3 meses após 
de sua administração (Salkovic-Petrisic et al., 2006; Salkovic-Petrisic e Hoyer, 2007; 


















Figura 2: Sinalização de insulina do cérebro acometido pela doença de Alzheimer (DA). Esboço 
esquemático da sinalização de insulina neuronal no cérebro normal (A) onde a sinalização da insulina 
ocorre normalmente, forforilando GSK3β e inibindo sua atividade, e no cérebro com DA (B) onde as 
placas Aβ, sinalizam o receptor de TNF-α, ativando a via da JUNK, sinalizando a subunidade do RI 
em serina, inibindo a progressão da cascata de sinalização, em consequência não ocorre a inativação 
da  GSK3β , deixando a mesma forforilar a proteína Tau, gerando um desequilíbrio, que acarretara 
em produção dos emaranhados neurofibrilares, levando a um dano cerebral como consequência. 
Fonte: Adaptado de Kroner, 2009. 
 
 
1.4.2 Modelo animal de demência por Ácido Ocadáico (AO) 
 
O AO é uma toxina produzida por microalgas marinhas, que é um importante 
inibidor da enzima Ser/Thr fosfatase, e é um inibidor específico da síntese de 
proteínas por hiperfosforilação do fator de alongamento EF2. Além disso, esta toxina 





dano de memória em humanos após o consumo de crustáceos contaminados, 
levando a um quadro de envenenamento (Zhao et al., 2004). 
Estudos mostraram que o AO provoca a morte das células do cérebro in vitro 
e in vivo, através da inibição da serina/treonina fosfatase PP1/2A. Este mecanismo 
pode ser uma consequência da rápida mudança da relação entre a fosforilação e a 
defosforilação de proteínas cerebrais (Zhao et al., 2004). No cérebro a proteína Tau 
desempenha um papel importante na estabilização de microtúbulos do citoesqueleto 
do neurônio, em que o corpo tem um mecanismo para proteger esta proteína, tais 
como a proteína fosfatase PP1 e PP2A, que pode defosforilar a Tau in vitro (Kamat 
et al., 2014). 
Um dos passos na patogênese da DA é a hiperfosforilação da proteína Tau, a 
atividade de PP2A parece ser reduzida no cérebro. Esta regulação baixa pode estar 
relacionada à diminuição do processo de defosforilação da Tau, causando danos na 
memória, induzida pela administração de AO. Foi observado em outros estudos, que 
ocorreu alterações significativas neurológicas, tais como a neurodegeneração do 
hipocampo, a hiperfosforilação da proteína Tau e a formação de placas Aβ (Ahmed 
et al., 2014). O aumento na desmetilação mediada pela PP2A, gera uma produção 
de Aβ, podendo contribuir para reduzir a atividade da PP2A, resultando em 
defosforilação, danificando a proteína Tau mantendo-a hiperfosforilada (Kamat et al., 
2014). 
A hiperfosforilação de Tau devido à inibição da fosfatase induz o estresse 
neuronal e a neurodegeneração subsequente. Isto é, principalmente devido à perda 
de células piramidais e às células apoptóticas no hipocampo, que compreende a 
região do cérebro conhecida para as funções de aprendizagem e memória (Kamat et 
al., 2014). Diversos estudos mostraram essa relação do AO com a capacidade de 
inibir a proteína PP2A e induzir a hiperfosforilação da proteína Tau, levando à morte 
celular (Figura 3). O AO também induziu a fosforilação em serina da GSK3β e outros 
substratos, como ocorre na patogênese da DA (Ahmed et al., 2014). Também na 
patogênese da DA há uma redução uniforme nos marcadores pré-sinápticos da 
atividade colinérgica, tais como Acetilcolinesterase (AChE) e a Acetil colina 
transferase (ChAT). Estudos mostraram que, após a administração de AO em 





na hiperfosforilação de Tau, acompanhado de déficit na memória espacial (Iqbal et 
al., 2009). Em outro estudo, cujo objetivo foi avaliar a função cognitiva e as 
alterações bioquímicas do cérebro em ratos submetidos ao AO 100ug ICV, ocorreu 
déficit cognitivo na memória espacial, alterações gliais, aumento do estresse 
oxidativo, aumento na carbonilação de proteínas e redução do teor de glutationa 













Figura 3:  Estrutura química e mecanismo do AO induzindo neurotoxicidade. Ácido ocadáico (AO) 
inibe seletivamente a Serina / treonina (Ser / Thr) fosfatase 2A e assim induz hiperfosforilação   de 
Tau por ativação de quinases, levando a uma condição de Neurotoxicidade causando a morte dos 
neurônios. Fonte: Adaptado de Kamat et al., 2014. 
 
1.5 TRATAMENTO COM NANOPARTÍCULAS DE OURO (NPAu) 
 
 
A nanobiotecnologia é um ramo da nanotecnologia que funde a ciência dos 
materiais com as ciências biológicas, gerando conhecimento e novos produtos. 
Durante as últimas décadas, as nanopartículas inorgânicas cujas estruturas exibem 
funcionalidade e propriedades biológicas devido ao seu tamanho, tem despertado 
muito interesse de diferentes grupos e áreas de pesquisa na área da saúde 





atravessar tecidos, membranas celulares e organelas (Fadeel e Garcia-Bennett, 
2010). Assim, nanopartículas de metal têm sido estudadas para determinar seus 
usos na bioimagem e biomedicina (Jain et al., 2007; Sperling et al., 2008). Dentre 
elas, destacam-se as NPAu, que têm aplicações no tratamento do câncer, bem 
como entrega de drogas (Tedesco et al., 2010). Dohnert et al. (2012) e Victor et al. 
(2012), recentemente demonstraram a ação antiinflamatória das NPAu no 
tratamento de tendinites e dano em modelos animais.  
A nanotecnologia tem sido explorada extensivamente como uma área de 
pesquisa em potencial para o desenvolvimento de modalidades terapêuticas mais 
recentes para o tratamento de problemas neurológicos. Com o envelhecimento da 
população, a entrega de drogas para o cérebro para o tratamento de doenças 
relacionadas ao envelhecimento continua a ser uma tarefa desafiadora. Alguns 
estudos têm mostrado que a NPAu pode circular pelo sangue e pode chegar no 
cérebro in vivo com alterações não significativas na integridade da barreira 
hematoencefálica ou permeabilidade (Burmester, 2004; Barathmanikanth et al., 
2010). Embora o mecanismo exato de transporte não seja conhecido, a ausência de 
toxicidade para a certificação tanto in situ quanto em in vivo, sugere que as NPAu 
podem ser transportadas através da barreira por endocitose e/ou transcitose ou por 
difusão passiva, na ausência de abertura da barreira. Elas podem ser concebidas 
para imitar as lipoproteínas de baixa densidade e interagir com os seus receptores, 
desencadeando assim a absorção pelas células endoteliais do cérebro 
(Barathmanikanth et al., 2010).  
Mas essa ausência de toxicidade é dependente de diversos fatores, tais como 
tamanho, concentração, método de injeção, metabolismo, excreção e resposta 
imune (Li et al., 2018). O uso de NPAu de tamanho 10 a 7nm em suspensão de 
neutrófilos humanos causou apoptose dessas células após 24hs (Noel et al., 2016). 
O tamanho da NPAu parece ser fundamental para causar toxicidade, tamanhos 
menores de 5nm estão associados com maiores danos (Siddiqi et al., 2012). Já as 
NPAu esférica entre 20-30nm atravessam melhor as membranas celulares e 
conseguem chegar a diferentes tecidos (Li et al., 2018). O uso in vivo de NPAu de 
21nm revestida com citrato não causou toxicidade em tecidos periféricos como rim, 





O mecanismo e local de ação das NPAu não estão bem elucidados. Contudo, 
alguns dados mostram a mitocôndria como um possível alvo. Como efeito, a NPAu 
modulam a interação entre grupos funcionais tais como tióis (-SH) e aminas (-NH2). 
(Huang et al., 2005a). Estudos mostraram que as NPAu são redutoras, auxiliando no 
controle de produção de radicais livres pela CTE (Hughes et al., 2004; Muller et al., 
2017). Outros estudos apresentaram resultados promissores no tratamento de 48h, 
aumentando a atividade do complexo I e II (Muller et al., 2017). No entanto, o uso 
diário de NPAu diminuiu a atividade do complexo II (Laird et al. 2005; Muller et al., 
2017). 
A utilização das nanopartículas no tratamento de diversas doenças e outras 
desordens relativas surge devido as evidências do efeito antioxidante do ouro no 
tratamento tradicional das doenças. As nanopartículas biometálicas formadas por 
ouro e platina são eficazes contra ERO, incluindo H2O2 e o radical ânion superóxido 
(O2-) (Kajita et al., 2007), agindo também sobre a GSH, que é um redutor livre do 
grupo funcional tiol, responsável pela desintoxicação dos peróxidos, tais como o 
peróxido de hidrogênio, atuando como um importante antioxidante das células. No 
processo de desintoxicação, a GSH na forma reduzida fica oxidada. Demais estudos 
confirmam o papel efetivo da NPAu como um agente antioxidante, por inibir a 
formação de ERO, agindo como sequestrador de radicais livres, melhorando assim a 
ação de enzimas antioxidantes (Tesai, 2007; BarathManiKanth et al., 2010; Sul et 
al., 2010; Nie et al., 2012).  
Os efeitos anti-inflamatórios in vivo envolvem a supressão da ativação de 
macrófagos e microglia em danos cerebrais (Larsen et al., 2008). Foi mostrado in 
vitro, que os mecanismos moleculares da ação do ouro implicam na redução dos 
níveis de mediadores pró-inflamatórios, como as interleucinas, TNF-α e 
eicosanoides, e também na inativação de enzimas fagolisossomais, quinase indutora 
do I-kappa B (IκB-kinase), e atividade do NF-κB (Yang et al., 1995; Chircorian e 
Barrios, 2004; Navarro et al., 2006; Han et al., 2008). 
Pedersen et al. (2009), mostram em seus resultados que as NPAu reduzem 
TNF-α em regiões hipocampais, modulam o estresse oxidativo em cérebro de ratos, 
reduzem liberação de citocromo C mitocondrial no citoplasma de animais tratados, 
além de diminuírem os níveis de caspase-3 ativadas. Tsai (2007), reforça essa tese 





inflamatórias com diminuição nos níveis de TNF-α e IL-1β, bem como redução dos 
escores histológicos, densidade de micro capilares, infiltração de macrófagos em um 
modelo experimental de artrite. As NPAu são utilizadas para o tratamento de várias 
doenças inflamatórias e outras desordens relativas devido as suas propriedades 
biológicas, ópticas e químicas (Bhattacharya e Mukherjee, 2008). Com isso, a 
proposta do uso de NPAu para reduzir o efeito inflamatório e oxidante da resistência 













2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar os efeitos terapêuticos da administração de nanopartículas de ouro em 
dois modelos de demência tipo doença de Alzheimer. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Analisar o melhor intervalo de tratamento, considerando a segurança do uso 
de NPAu em fígado e soro de ratos. 
Avaliar a função cognitiva, através de testes comportamentais, nos animais 
submetidos aos modelos de demência. 
Avaliar a função mitocondrial nos animais submetidos aos modelos de 
demência. 
Dosar os marcadores inflamatórios (TNF-α, IL-1β) e antinflamatório (IL-4) em 
córtex e hipocampo, nos animais submetidos aos modelos de demência de taupatia. 
Dosar os fatores neurotróficos (BDNF e NGF) em córtex e hipocampo, nos 


















Foram utilizados ratos Wistar machos jovens pesando em média 250g a 300g 
de 60 dias. Os animais foram obtidos do Biotério da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense e mantidos em gaiolas em ciclo claro/escuro de 12h, com alimentação e 
água ad libitum, com temperatura entre 22 ± 1º C.  
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as 
recomendações internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratório, 
além das recomendações para o uso de animais da Sociedade Brasileira de 
Neurociências e Comportamento (SBNeC). Este projeto foi aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob o 
protocolo de aprovação nº 088/2015-1 e respeitou estritamente os princípios éticos 
na experimentação animal.   
Após os experimentos, os animais mortos foram acondicionados em saco 
branco leitoso e encaminhados para freezer (conservação) na própria universidade. 
Após isso, foram coletados e transportados por uma empresa terceirizada. Os 
resíduos foram tratados fisicamente e posteriormente encaminhados para disposição 
final em aterro sanitário. Todos os procedimentos atendem o disposto na RDC nº 
306/2004 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa). O desconforto dos 
animais foi minimizado na medida em que somente pessoal devidamente treinado 
realizou os procedimentos. 
 
3.2 SÍNTESE, CARACTERIZAÇÃO E USO DAS NPAu 
 
As NPAu de tamanhos médios de 20nm foram sintetizadas pelo método 
Turkevitch (1951), com pequenas modificações (Cardoso et al., 2014). O material foi 
cedido gentilmente pelo professor Dr. Marcos Marques da Silva Paula, do 
Laboratório de Processos Inflamatórios e Metabólicos do Programa de Pós-
Graduação em Ciências da Saúde, da Universidade do Sul de Santa Catarina – 





3.3 ADMINISTRAÇÃO DE NPAu E GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
3.3.1 Protocolo para padronização do melhor intervalo de administração da 
NPAu 
  
 Os animais receberam por via intraperitoneal solução salina ou NPAu na dose 
de 2,5mg/kg, de tamanho de 20nm, por um período de 21 dias, com intervalos de 
24hs e 48hs, divididos em grupos distintos. Após o tratamento os animais foram 
eutanasiados (decapitação) e cérebro total, fígado e sangue foram coletados para 
análise de histologia por foto micrografias e análise dos níveis hepáticos e séricos de 
colesterol, triglicerídeos e transaminases. Os animais foram randomizados em 3 
grupos (n=10 animais por grupo): Grupo 1: administrado salina a cada 24hs. Grupo 
2: administrado NPAu a cada 24hs. Grupo 3: administrado NPAu a cada 48hs. 
 
3.3.2 Protocolo para os modelos de demência 
 
Os animais receberam por via intraperitoneal solução salina ou NPAu na dose 
de 2,5mg/kg, de tamanho de 20nm, por um período de 21 dias, com intervalo de 
48hs. Após o tratamento, os animais foram submetidos a testes comportamentais, 
eutanasiados por decapitação e córtex e hipocampo retirados para análises 
bioquímicas. Os animais foram randomizados em 4 grupos (n=8-10 animais por 
grupo): Grupo 1: Sham+Salina, Grupo 2: Sham+NPAu, Grupo 3: STZ ou AO + 
Salina, Grupo 4: STZ ou AO + NPAu, administrados a cada 48hs. 
 
3.4 MODELO ANIMAL TIPO-DA POR ESTREPTOZOTOCINA 
 
Para induzir características da patogênese tipo-DA em animais, foi utilizado a 
STZ na dose de 3mg/kg total, injetados ICV bilateralmente. Ratos Wistar machos 
adultos jovens (60 dias) foram anestesiados com quetamina (80 mg/kg) e xilazina 
(20 mg/kg). Foi realizado cirurgia estereotáxica para injeção nas coordenadas 1.0 
mm posterior ao bregma, 2.0 mm lateral ao bregma e 3.0 mm ventral, de acordo com 
o atlas do cérebro de Painhos e Watson (1982). Neste momento foi injetado 2 µL de 
STZ 1,5mg/kg cada lado, sendo 1uL/minuto. Ratos Sham operados receberam os 







3.5 MODELO ANIMAL TIPO-DA POR ACIDO OCADAICO 
 
Para induzir características da patogênese tipo-DA em animais, foi utilizado o 
AO na concentração de 100ug por animal, via ICV unilateralmente. Ratos Wistar 
machos adultos jovens (60 dias) foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg) e 
xilazina (10 mg/kg). Foi realizado cirurgia estereotáxica para injeção nas 
coordenadas 1.0 mm posterior ao bregma, 2 mm lateral ao bregma e 3.0 mm ventral, 
de acordo com o atlas do cérebro de Painhos e Watson (1982). Foi administrado 2ul 
no ventrículo direito de solução, sendo 1ul/minuto. Ratos controles operados 
receberam os mesmos procedimentos cirúrgicos, porém foram injetados com volume 
idêntico de solução salina (Soro fisiológico 0,9%).  
 
 
3.6 TESTES COMPORTAMENTAIS 
 
3.6.1 Barnes Maze 
 
Após 21 dias de tratamento com NPAu foi avaliada a performance cognitiva. 
Para avaliar a memória espacial utilizou-se o protocolo de labirinto de Barnes (Figura 
4) adaptado de Yang et al. (2013). O aparelho é um disco de 1,0 m de diâmetro 
levantado 75 cm do chão contendo 20 furos de escape possível, um dos quais leva a 
uma caixa de escape escuro. A luz acesa foi usada para aumentar a motivação para 
a fuga. Os animais foram treinados para localizar a caixa escura, permitindo-lhes 
explorar o labirinto, durante 60 segundos. Se os animais não encontrassem a caixa 
de fuga dentro do prazo eram, suavemente, encorajados a entrar nela. As 
experimentações terminavam quando os animais encontravam a caixa da fuga ou 
após 60 segundos. Os animais foram treinados, durante 5 dias, para aprender a 
localização da caixa de escape do labirinto, utilizando sinais espaciais na sala de 
testes. Após os treinos, no 6º dia, os animais foram submetidos ao teste de retenção 
de memória, a caixa de escape foi retirada do equipamento. Foi avaliado quanto 
tempo os animais exploravam o quadrante alvo, onde ficava a caixa escape, num 


















Figura 4: Aparelho para realização do teste Barnes Maze. Plataforma circular com 20 furos, onde um 
deles tem uma caixa de escape. Imagem mostra suas subdivisões para analisar o tempo de 
exploração do animal no quadrante alvo. Fonte: Adaptado de https://www.researchgate.net 
 
3.6.2 Water Maze 
 
Para avaliar a memória espacial foi utilizado o labirinto aquático de Morris, 
que consiste em uma piscina circular de cor preta (200 cm de diâmetro, 100 cm 
altura), preenchida com água a 21°± 1°C (Figura 5). Os ratos receberam sessões 
diárias de treino, constituindo de 4 treinos por dia, durante 3 dias consecutivos para 
encontrar a plataforma no centro do quadrante 1 do tanque submersa a 1 cm do 
nível da água.  A plataforma permaneceu no mesmo lugar durante toda a fase de 
aquisição. Após ser colocado na água, foi permitido a cada animal nadar livremente 
na piscina para procurar a plataforma durante 60 segundos. Uma vez localizada a 
plataforma, foi permitido ao rato permanecer sobre ela por 20 segundos. Se o animal 
não encontrou a plataforma durante 60 segundos, ele foi guiado pelo 
experimentador e permaneceu sobre a plataforma por 20 segundos. O intervalo 
entre cada treino foi de 15-20 minutos. Um dia após o último treino (4° dia), a 
plataforma foi removida, e cada rato submetido a um teste de 60 segundos onde foi 


















Figura 5: Aparelho para realização do teste Water Maze. Piscina circular, onde o animal nada até 
achar a plataforma escape. Imagem mostra o ambiente que o animal fica para a realização dos 





3.6.3 Reconhecimento de Objetos 
 
 Após 21 dias de tratamento os animais passaram pelo teste comportamental 
de reconhecimento de objetos que foi realizado no campo aberto que é uma caixa 
de 40 por 60 cm, cercada por paredes de 50 cm de altura feitas de madeira 
compensada preta assoalho dividido em 9 retângulos iguais por linhas pretas (Figura 
6). No primeiro dia, antes de qualquer procedimento, considerado o dia da 
habituação, o animal foi colocado no canto superior esquerdo na caixa, e deixado 
por 5 minutos, sem nenhum objeto na caixa, para que se habitue ao ambiente. Após 
24 horas, na sessão treino, o animal foi recolocado no campo aberto, com dois 
objetos exatamente iguais A1 e A2 paralelos e deixados por 5 minutos para que os 
animais explorem o ambiente livremente. O tempo de exploração de cada objeto foi 
cronometrado, para posterior análise através do índice de reconhecimento. Para 
testar a memória de longa duração o animal foi recolocado na caixa, 24 horas após 
a sessão treino, com dois objetos, um que ele já estava familiarizado, A1, e um 
objeto totalmente distinto, C1, de cor, forma e tamanho diferente, e o animal teve 5 
minutos para explorar o novo ambiente (Izquierdo et al., 2006). Para a análise dos 





(TA1 + TB1) onde TA é o tempo gasto para explorar um objeto familiar, que já é 














Figura 6: Aparelho para realização do teste de reconhecimento de objetos. Imagem ilustrativa para 
situar os animais numa caixa com objetos iguais no dia de treino e uma caixa com objetos diferentes 
no dia de teste. Fonte: Adaptado de https://knowingneurons.com/novel-object-recog-test 
 
3.7 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 
 
As proteínas foram mensuradas de acordo com o método de Lowry et al. 
(1951), e albumina sérica bovina foi utilizada como padrão. Reagente de fenol, folin 
(reagente fosfo-metil bico-fosfotungstico) foi adicionado para se ligar à proteína. O 
reagente foi lentamente reduzido, mudando sua coloração do amarelo para o azul. A 
absorbância foi medida a 620 nm. 
 
3.8 PRODUÇÃO DE H2O2 
 
O cérebro total (modelo de STZ), córtex e hipocampo (modelo AO) foram 
dissecados e homogeneizados em tampão de isolamento (0,32 M sacarose, 1 mM 
EDTA, 10 mM Tris-HC1 pH 7,4). O homogeneizado foi centrifugado 4.000 rpm 
(3min). O sobrenadante foi incubado em tampão de respiração (10 mM Tris HCl, pH 
7,4, 0,32 M mannitol, 8 mM fosfato de sódio, 4 mM MgCl2, 0.08 mM EDTA e 0.2 
mg/mL de albumina bovina livre de ácidos graxos) com adição 10 mM AmplexRed 
para determinação específica de H2O2 por fluorescência e HRP 2U/mL analisados 
em leitor de microplaca Spectra Max  M5) (Molecular Devices) em comprimento de 
onda de 563 nm para excitação e 587 nm para emissão. No modelo de STZ via ICV 





respostas a substratos energéticos. No modelo de AO foram adicionados succinato 
1mM e oligomicina 0,2ug/mL (Muller et al., 2013). Neste protocolo devido ao uso de 
diferentes levas de animais a média dos resultados do grupo controle foi 
considerada 100% e os demais comparados a este valor. 
 
3.9 POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (ΔѰm) 
 
O cérebro total (modelo de STZ), córtex e hipocampo (modelo AO) foram 
dissecados e homogeneizados em tampão de isolamento (0,32 M sacarose, 1 mM 
EDTA, 10 mM Tris-HC1 pH 7,4). O homogeneizado foi centrifugado 4.000 rpm 
(3min). O Sobrenadante foi incubado em tampão de respiração (10 mM Tris HCl, pH 
7,4, 0,32 M mannitol, 8 mM fosfato de sódio, 4 mM MgCl2, 0.08 mM EDTA e 0.2 
mg/mL de albumina bovina livre de ácidos graxos) com adição 3 mM a sonda 
catiônica safranina O para determinação do potencial de membrana mitocondrial por 
fluorescência (comprimento de onda de 563 nm para excitação e 587 nm para 
emissão, leitor de microplaca Spectra Max M5) (Molecular Devices). No modelo de 
STZ via ICV foram adicionados succinato 1mM e ADP 2 mM para avaliar a produção 
de H2O2 em respostas a substratos energéticos. No modelo de AO foram 
adicionados succinato 1mM e oligomicina 0,2ug/ml (Muller et al., 2013). Neste 
protocolo devido ao uso de diferentes levas de animais a média dos resultados do 




 Imediatamente após a eutanásia, o fígado foi mergulhado em paraformaldeído 
10%, em seguida as amostras incorporadas na parafina foram banhadas em álcool e 
xilol. Após, foram cortadas em fatias de 5 mm de espessura. Fatias de tecido 
hepático foram fixados e corados com hematoxilina e eosina (H & E) e analisados 
usando microscopia óptica. Analisado parênquima hepático, necrose celular e 
processo de inflamação de cada grupo (Grupos: salina, NPAu 24h e NPAu 48h). 
 
3.11 MARCADORES DE FÍGADO E SANGUE 
 
O sangue foi coletado após a eutanásia para determinação do colesterol total, 





e aspartato aminotransferase/transaminase glutâmico oxaloacetato (AST/TGO), nos 
grupos salina, NPAu 24hs e NPAu 48hs. As analise foram realizadas com kit 
específico, da Labtest Diagnostica S.A, usando as instruções do fabricante. 
 
3.12 MARCADORES PRÓ E ANTI-INFLAMATÓRIOS 
 
Para dosagem das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-4 foi utilizado o método enzyme-
linked immunoabsorbent assay (DuoSet ELISA) de captura (R&D System, Inc., 
Minneapolis, USA) de córtex e hipocampo. As placas de microtitulação (96 poços de 
fundo plano) foram revestidas com anticorpo primário, seguido de lavagem e 
bloqueio com albumina. A curva e amostras incubadas por 2 horas e após lavagem 
incubados com anticorpo de detecção conjugado com peroxidase durante 1 hora à 
temperatura ambiente. Após adição da enzima estreptavidina, substrato e solução 
de parada, a absorbância foi determinada a 450nm em espectrofotômetro. Os 
valores foram normalizados pela quantidade de proteína da amostra. 
 
3.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados obtidos foram testados quanto à normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) e à igualdade de variância (teste de Levene). Quando os testes obtiveram 
p>0,05 para a normalidade dos dados, os valores médios foram comparados por 
análise de variância (ANOVA), ação que foi seguida de pos-hoc de Tukey. Também 
foi utilizado análise de dados repetidos para avaliar teste comportamental, seguido 














4.1 HISTOLOGIA HEPÁTICA E MARCADORES DE DANO CELULAR 
A segurança do tratamento foi avaliada por análise histológica do fígado e por 
marcadores do fígado no soro (Figura 7 e tabela 1) em uso a cada 24h e a cada 48h 
de NPAu 20nm na concentração de 2,5mg/kg. Os animais do grupo controle não 
apresentaram alterações histológicas (Figura 7A). A análise histológica do fígado, 
mostrou que o grupo NPAu 24h (Figura 7B) apresentou alterações acentuadas do 
parênquima com necrose celular e infiltração leucocitária comparado ao observado 
do grupo salina (Figura 7A). O grupo NPAu 48h (Figura 7C) mostrou parênquima 
hepático limitado com inflamação leve processos e necrose celular em relação ao 












Figura 7: Histologia Hepática. Foto micrografia do fígado de ratos após administração com solução 
salina a cada 24hs (A) ou NPAu a cada 24hs (B) ou 48hs (C). Mostrando que no grupo NPAu 24hs 
(B) teve alteração de parênquima hepático comparado com grupo salina (A), o que não ocorreu no 
grupo NPAu 48hs (C). Original ampliação, 40 ×. Barras = 100 um. ANOVA de uma via, post hoc de 
Tukey; p < 0,05. 
 
 





Os níveis de colesterol e triglicerídeos foram inalterados no soro após a 
administração de NPAu em qualquer período de tempo. Os resultados semelhantes 
foram observados para a atividade das transaminases (AST e ALT) (Tabela 1). 
Tabela 1: Níveis hepáticos e séricos de colesterol, triglicerídeos e transaminases em 
ratos após administração com nanopartículas de ouro a cada 24 ou 48 h, ou solução 
salina 
Parâmetros Salina NPAu 24 h NPAu 48 h 
ALT/TGP Sérico (mg/dl) 24.15 ± 3 23.46 ± 3 21.20 ± 1 
AST/TGO Sérico (mg/dl) 84.33 ± 4 103.01 ± 14 97.52 ± 13 
Colesterol Hepático (mg/dl) 118.28 ± 8 136.34 ± 20 118.09 ± 9 
Colesterol Sérico (mg/dl) 118.58 ± 3 115.95 ± 6 119.83 ± 2 
Triglicerídeos Hepático 
(mg/dl) 
160.03 ± 7 164.20 ± 13 165.16 ± 5 
 Triglicerídeos sérico (mg/dl) 146.12 ± 8  151.79 ± 12 156.68 ± 9 
 
4.2 AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO MITOCONDRIAL DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO 
MODELO DE STZ E TRATAMENTO COM NPAu 
 
Após verificar a segurança e definirmos o protocolo de tratamento a cada 48h 
com NPAu de tamanho de 20nm e na dose de 2,5mg/kg como o mais seguro, 
testou-se o uso da NPAu em modelo de resistência cerebral à insulina por STZ via 
ICV em relação a funcionalidade da mitocôndria, cérebro total foi retirado e 
preparado para análise. Níveis basais de H2O2 foram aumentados no grupo STZ em 
comparação com outros grupos (Figura 8A: * STZ basal > Sham basal, NPAu basal 
e STZ + NPAu; p < 0,05). Para analisar a respiração mitocondrial, a atividade da 
CTE foi induzida por succinato. Nos grupos Sham, Sham + NPAu, STZ + NPAu, os 
animais apresentaram aumento na produção de H2O2, o que não ocorreu em 
animais do grupo STZ (Figura 8A: # succinato > basal em seu respectivo grupo; p < 
0,05). Adicionou-se o ADP para analisar se a cadeia de transporte de elétrons 
estava acoplada a produção de ATP. Sham, Sham + NPAu e STZ + NPAu 
mostraram diminuição da produção de H2O2, o que não ocorreu nos animais do 





0,05). A produção de H2O2 pode ser modulada por potencial membrana mitocondrial, 
razão pela qual analisamos o Ψm. Em todos os grupos houve uma indução do 
gradiente de prótons por succinato (Figura 8B; *succinato e succinato + ADP < basal 
em seu respectivo grupo; p <0,05), mostrando que esses tratamentos mantêm 



















Figura 8: Função mitocondrial modelo STZ. Níveis basais de H2O2 foram aumentados no grupo STZ 
em comparação com outros grupos (Figura 8A: * STZ basal > Sham basal, NPAu basal e STZ + 
NPAu; p < 0,05). Nos grupos Sham, Sham + NPAu, STZ + NPAu, os animais apresentaram aumento 
na produção de H2O2, o que não ocorreu em animais do grupo STZ (Figura 8A: # succinato > basal 
em seu respectivo grupo; p < 0,05). Sham, Sham + NPAu e STZ + NPAu mostraram diminuição da 
produção de H2O2, o que não ocorreu nos animais do grupo STZ + salina (Figura 8A: & ADP < 
succinato em seu respectivo grupo; p < 0,05). Em todos os grupos houve uma indução do gradiente 
de prótons por succinato (Figura 8B; * succinato e succinato + ADP < basal em seu respectivo grupo). 



















4.3 EFEITO DO STZ E DO TRATAMENTO COM NPAu EM DIFERENTES TIPOS 
DE MEMÓRIA 
 
Após verificar efeitos na funcionalidade mitocondrial do tratamento com NPAu 
em modelo de resistência cerebral à insulina, verificamos se o tratamento poderia 
afetar a performance cognitiva. A memória espacial foi avaliada pelo teste de 
labirinto de Barnes. Durante a fase de aquisição da memória, nos 5 dias de 
treinamento, os grupos Sham, Sham + NPAu e STZ + NPAu apresentaram uma 
diminuição na latência para encontrar a caixa escape no quarto e quinto dia em 
relação ao primeiro dia de treino (Figura 9A: * dias treino 4 e 5 < dia 1; p < 0.05). 
Entretanto os grupos STZ não apresentaram esse aprendizado, mostrando um 
déficit na formação da memória induzido por STZ. Na fase de retenção da memória, 
no dia teste, os grupos Sham, Sham + NPAu e STZ + NPAu apresentaram um maior 
tempo gasto no quadrante onde estava a caixa escape quando comparado com o 
grupo STZ (Figura 9B.* Sham, Sham + NPAu e STZ + NPAu > STZ; p < 0.05), 
mostrando um déficit cognitivo na retenção da memória causado pelo modelo de 













Figura 9: A memória espacial avaliada pelo teste de Barnes maze. A) Fase de aquisição (*dias treino 
4 e 5 < dia 1; p < 0,05.). B) Dia teste, fase de retenção (*Sham, Sham + NPAu 48h e STZ + NPAu 
48hs > STZ; *p < 0,05.). 
 
 Para analisar outro tipo de memória, a de reconhecimento, realizou-se a 









no primeiro dia de teste (Figura 10). O segundo dia, Sham, Sham + NPAu, STZ + 
NPAu passaram mais tempo explorando o novo objeto (Figura 10A; * tempo gasto 
novo objeto > objeto antigo; p < 0,05) enquanto o grupo STZ explorou ambos os 
objetos igualmente (Figura 10B), mostrando que no STZ prejudicou o desempenho 













Figura 10: Teste de reconhecimento de objetos. A) Tempo dedicado à exploração durante a memória 
de aquisição (comparação entre objetos iguais) na tarefa de reconhecimento de objetos.  B) 
Reconhecimento de memória durante a recuperação fase de memória (comparação entre objeto 
antigo e objeto novo). ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05. 
  
4.4 EFEITOS DO TRATAMENTO COM NPAu EM MODELO DE DEMENCIA 
INDUZIDO POR ÀCIDO OCADAICO  
 
Utilizamos outro modelo de demência, AO que causa hiperfosforilação da tau, 
para verificar os efeitos das NPAu. A memória espacial foi avaliada pelo teste de 
labirinto aquático de Morris. Durante a fase de aquisição da memória, somente no 
segundo dia de treinamento os animais dos grupos AO tiveram maior tempo na 
latência (A) para encontrar plataforma que grupos controle (Figura 11A: * AO e AO + 
NPAu > Sham e Sham + NPAu; p < 0.05), nos outros dias os grupos não 














































dia teste (B), os grupos com NPAu apresentaram um maior tempo gasto no 
quadrante alvo que os outros grupos (Figura 11B: * NPAu e AO + NPAu > Sham e 




















Figura 11: A memória espacial avaliada pelo teste de Water maze. A) Fase de aquisição. B) Dia 
teste, fase de retenção. Figura 11A: * AO e AO + NPAu > Sham e Sham + NPAu; p < 0.05) e figura 
11B: * NPAu e AO + NPAu > Sham e AO. (A) Análise de dados repetidos; p < 0,05. (B) ANOVA de 
























































4.5 AVALIAÇÕES DOS EFEITOS DAS NPAu EM FATORES TRÓFICOS E 
ASSOCIADOS À INFLAMAÇÃO 
  
O modelo de AO apesar de não causar danos na memória de reconhecimento 
no nosso trabalho, pode induzir alterações intracelulares. Verificamos os níveis de 
fatores tróficos em córtex e hipocampo. Foi observado uma redução dos níveis de 
BDNF em hipocampo (A) e córtex (B) dos animais que receberam AO independente 
do tratamento (Figura 12 (A-B); AO e AO+ NPAu < Sham e Sham + NPAu; p< 0,05). 
Em relação aos níveis de NGF foi observada uma redução dos níveis de NGF em 
hipocampo (C) e córtex (D) dos animais que receberam AO independente do 
















Figura 12: Avaliação dos fatores tróficos. Efeito da administração Crônica de NPAu como forma de 
tratamento sob modelo de demência tipo DA com AO sobre os níveis do fator de crescimento neural 
(NGF) em hipocampo (C) e córtex (D) de ratos Wistar. Em ambos os tecidos os níveis de BDNF e 
NGF estavam reduzidos quando comparados ao grupo Sham + salina. ANOVA de uma via, post hoc 






















































































































4.6 MARCADORES INFLAMATÓRIOS 
 
 Nos marcadores inflamatórios não houve diferença significativa quando 
avaliado os níveis de TNF-α tanto em hipocampo (13A) como em córtex (13B). Nos 
níveis de IL-1β em hipocampo (13C) observou-se que o grupo AO + NPAu estavam 
aumentados quando comparado com os demais grupos (*AO+NPAu >Sham+Salina, 
Sham+NPAu e AO+Salina; p<0,05). Em córtex (13D) IL-1β estava aumentada nos 
grupos AO+Salina e AO+NPAu quando comparado aos demais grupos (*AO+NPAu, 
AO+Salina >Sham+Salina e Sham+NPAu; p<0,05). Em hipocampo (13E) no grupo 
AO+NPAu os níveis de IL-4 estavam aumentados quando comparado ao grupo 
Sham + salina (*AO+NPAu > Sham+salina; p<0,05). Em córtex (13F) no grupo 
AO+NPAu os níveis de IL-4 estavam aumentados quando comparado com os 









































Figura 13: Avaliação dos marcadores inflamatórios. Não houve diferença significativa quando 
avaliado os níveis de TNF-α tanto em hipocampo (13A) como em córtex (13B). Nos Níveis de IL-1β 
em hipocampo (13C) observou-se que o grupo AO + NPAu estavam aumentados quando comparado 
com os demais grupos (*AO+NPAu >Sham+Salina, Sham+NPAu e AO+Salina; p<0,05). Em córtex 
(13D) IL-1β estava aumentada nos grupos AO+Salina e AO+NPAu quando comparado aos demais 
grupos (*AO+NPAu, AO+Salina >Sham+Salina e Sham+NPAu; p<0,05). Nos níveis de IL-4 em 
hipocampo (13E) o grupo AO+NPAu estava aumentado quando comparado ao grupo Sham + Salina 
(*AO+NPAu > Sham+Salina; p<0,05). Em córtex (13F) o grupo AO+NPAu estava aumentado quando 
comparado com os grupos Sham+Salina e Sham+NPAu (*AO+NPAu >Sham+Salina, Sham+NPAu). 






4.7 AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO MITOCONDRIAL DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO 
MODELO DE AO E TRATAMENTO COM NPAu 
 
Níveis basais de H2O2 não foram alterados pelos tratamentos (dados não 
mostrados).  Para analisar a produção de H2O2, a atividade da CTE foi induzida por 
succinato e oligomicina. No hipocampo após a administração de succinato, ocorreu 
um menor aumento na produção de H2O2 comparado com outros grupos (Figura 
14A; * AO+NPAu < Sham + Salina, NPAu + Salina e AO + salina; p < 0,05). No 
córtex cerebral não ocorreu alterações entre os grupos em resposta ao succinato, 
entretanto quando oligomicina foi adicionada ocorreu um aumento na produção de 
H2O2 quando comparado com seu controle succinato nos grupos controle e AO + 
NPAu (Figura 14B; * Succinato < oligomicina p < 0,05). A produção de H2O2 pode 
ser modulada por potencial membrana mitocondrial, razão pela qual analisamos o 
Ψm. Não houve diferença significativa no potencial de membrana (Figura 14C e D), 




































Figura 14: Função mitocondrial modelo AO. Em hipocampo (A) os resultados após a administração 
de Succinato, o grupo AO + NPAu estava reduzido em comparação com outros grupos (p < 0,05). Em 
córtex (B) os resultados após a administração de oligomicina, os grupos Sham + Salina, NPAu + 
Salina e AO + NPAu estavam aumentados em comparação com o seu mesmo grupo após 
administração de Succinato. Não houve diferença significativa no potencial de membrana (C e D). 
































































































































































































































As demências, especialmente a DA, tem se tornado cada vez mais frequentes 
em nossa sociedade devido ao aumento da expectativa de vida, vem se tornando 
uma epidemia mundial (OMS, 2012). A DA, por ser a mais prevalente, é uma das 
mais estudadas. Entretanto ainda não existem medicamentos que consigam reverter 
o curso da doença, somente medicamentos paliativos (OMS, 2012). Em nosso 
trabalho utilizamos as NPAu como uma terapia para dois modelos de demência do 
tipo DA, com resultados promissores tanto na função cognitiva dos animais como em 
mecanismos celulares cerebrais. 
O uso de NPAu demonstra ser interessante uma vez que essas moléculas 
apresentam características antioxidantes e anti-inflamatórias (Paula et al., 2015) e 
as demências, principalmente DA, apresentam componentes em sua etiologia que 
envolvem esses fatores oxidantes e inflamatórios (Meraz-Ríos et al., 2013; Paviolo e 
Stoddart, 2017).  
As NPAu por serem formadas exclusivamente de metais de ouro, um metal 
que pode ser de difícil depuração e excreção, podem demonstrar certa toxicidade 
(Noel et al., 2016). Cardoso et al. (2014) e Ferreira et al. (2017), mostraram em seus 
estudos que o uso crônico de NPAu, por 28 dias consecutivos, de tamanho 10 e 
30nm, na dose de 70 μg/kg causou dano de DNA e inibição do metabolismo 
energético decorrente do estresse oxidativo. Portanto caracterizar um protocolo 
seguro é fundamental para que essas moléculas possam ter um uso clinico. O 
trabalho de Pires (2015), mostrou que as NPAu administradas intraperitonialmente 
tem boa biodisponibilidade chegando a diversos tecidos inclusive no cérebro. 
Nossos resultados mostram que o uso diário, a cada 24h durante 21 dias, de NPAu 
20nm na dose de 2,5mg/kg causou toxicidade ao fígado, mostrado pelos cortes 
histológicos que apresentaram alterações no parênquima, infiltração de leucócitos e 
necrose celular. Já o uso a cada 48h, com mesma dose e tamanho, não apresentou 
esses danos hepáticos, sugerindo ser um protocolo seguro para o uso dessas 
biomoléculas. Este fato deve-se ao maior tempo em que os tecidos têm para fazer a 
depuração dessa NPAu. Além disto, ambos os tratamentos não demonstraram 
alterações nos níveis hepáticos e séricos de transaminases, colesterol e 
triglicerídeos, não demonstrando toxicidade das NPAu. Esses resultados associados 





tratamento a cada 48h com NPAu via IP na concentração de 2,5mg/kg e de tamanho 
de 20nm (esférica) durante 21 dias é seguro para o uso in vivo. 
Após a certificação da segurança do uso de NPAu no protocolo citado, 
verificamos se o tratamento com NPAu poderia ser eficaz em um modelo de 
demência induzido por STZ via ICV em relação a efeitos de função mitocondrial e 
comportamentais. O trabalho de Pires (2015), apontou que esse modelo de DA 
causa estresse oxidativo e neuroinflamação. O envelhecimento, assim como o 
modelo utilizado no nosso trabalho, causa uma resistência cerebral à insulina, 
gerando uma série de alterações neurais que incluem prejuízo do metabolismo, 
estresse oxidativo e inflamação, causando déficits na função cognitiva como o 
observado nos animais submetidos a esse modelo (Sharma e Gupta, 2001; Agrawal 
et al.,2009).  
Diminuição da produção de ATP e prejuízos da função mitocondrial como 
alteração da formação do potencial de membrana mitocondrial estão associados a 
déficit cognitivo (Hoyer, 2000; Ishrat et al., 2006). STZ causou aumento da produção 
de H2O2 sem substrato exógeno para a mitocôndria, e quando ativamos a respiração 
mitocondrial com succinato, o grupo STZ não respondeu com aumento da produção 
de H2O2, e o uso de ADP não alterou a produção de H2O2, mostrando que a função 
mitocondrial associada à cadeia de transporte de elétrons (CTE) estava prejudicada, 
mesmo sem alterações no potencial de membrana. O hipometabolismo cerebral é 
uma das causas da DA e a diminuição da função mitocondrial em produzir ATP 
associado a um aumento na produção dos radicais livres estão sendo considerados 
como um fator chave para o surgimento de demências (Sachdeva et al., 2014). Os 
resultados do nosso trabalho apontam que STZ via ICV causa uma toxicidade 
mitocondrial uma vez que aumenta a produção basal de ERO e a ativação da CTE 
com substratos como succinato e ADP não alteram a atividade mitocondrial como 
ocorreu com os outros grupos. Uma diminuição da função mitocondrial induzida por 
STZ já demonstrou ser tempo dependente, onde 14 dias após indução não ocorre 
dano, entretanto 21 dias após, igual ao protocolo utilizado em nosso trabalho, 
ocorreu hipometabolismo mitocondrial cerebral que se mantem até 60 dias após 
indução (Zaidi e Shirwany, 2015). 
A manutenção da função mitocondrial tem sido usada como uma forma de 





Li et al., 2017). O tratamento com NPAu foi capaz de prevenir o aumento de ERO 
basal observado nos grupos STZ via ICV, e manteve a atividade mitocondrial em 
resposta aos substratos mitocondriais succinato e ADP igual aos do grupo controle, 
demonstrando que as NPAu podem melhorar o acoplamento da cadeia de transporte 
de elétrons com a fosforilação oxidativa e não causam alteração no ΔΨ mitocondrial, 
mantendo o aporte energético cerebral para as atividades que são necessárias para 
a formação da memória. São vários os grupos funcionais com afinidade para 
superfícies inorgânicas. O exemplo mais famoso é a afinidade do grupo tiol (-SH) 
pelo ouro. Além do tiol, outros grupos funcionais como o nitrilo (-CN) e amina (-NH2) 
têm afinidade por nanopartículas metálicas, e esta característica tem sido útil no 
âmbito da funcionalização das nanopartículas (Huang et al., 2005; Costa, 2015). 
Ainda, as NPAu atuam como agente redutor, auxiliando no processo energético 
celular (Huang et al., 2005a; Salnikov et al., 2007). Um dos principais locais de 
geração de ERO é no complexo I da CTE (Halliwell, 2001), apontando que este pode 
ser um possível local de ação da NPAu em prevenir os danos oxidativos de doenças 
(Siddiqi et al., 2012). 
O modelo de STZ via ICV causa danos em diversas formas de aprendizado e 
memória, e isto é ocasionado por estresse oxidativo, diminuição da atividade 
colinérgica, diminuição do metabolismo e fluxo sanguíneo cerebral (Bokare et al., 
2018). O trabalho de Pires 2015 mostrou que o modelo STZ via ICV apresentou 
características de estresso oxidativo e inflamação, e que NPAu conseguiram 
prevenir estes danos. Em nosso trabalho verificamos que as NPAu além de efeitos 
moleculares também apresentaram efeitos comportamentais prevenindo o déficit 
cognitivo nos animais induzidos ao modelo de demência. Durante a fase de 
aquisição da memória o grupo STZ não diminuiu a latência para encontrar a caixa 
escape comparada com o primeiro dia de teste, e as NPAu conseguiram fazer com 
que os animais nesse modelo, respondessem de uma maneira similar aos grupos 
controle, mostrando que esses animais tinham a capacidade de adquirir essa 
memória. Estes animais quando testados, para evocar a memória que tinham 
adquirido durante os dias de treino, foram capazes de responder de maneira igual 
aos animais controles, diferentemente do grupo STZ via ICV que não foi capaz de 
lembrar onde estava o local de escape. O STZ induziu prejuízo na memória espacial 





agente antioxidante e anti-inflamatório, e pode observar a redução dos níveis 
inflamatórios, estresse oxidativo e a manutenção da função da CTE, prevenindo o 
dano cognitivo, assim como aconteceu em nosso trabalho. Li et al. (2017), avaliou 
outro tipo de memória, a aversiva pelo teste de evasão passiva, e o STZ causou 
prejuízo da performance somente 8 dias após a indução de DA, o estudo utilizou 
azul de metileno (C16H18ClN3S), um fármaco que é utilizado em casos de mudanças 
mentais decorrente de hipóxia, e mostrou melhora na função da CTE e manteve os 
níveis de ATP intrahipocampal, onde preveniu os efeitos deletérios. 
O prejuízo na memória de reconhecimento é outro tipo de fator marcante na 
DA (Weissberger et al., 2017). STZ via ICV causa déficit cognitivo nesta memória 
(Bassani et al., 2017), este processo se inicia a partir de 3 semanas, como usado 
neste trabalho, e se mantem por até 15 semanas (Rostami et al., 2017). Os défictis 
cognitivos induzidos por esse modelo se dão tanto na memória de curta duração 
(Deshmukh et al., 2016) como na memória de longa duração (Muller et al., 2012) 
como também foi observado em nosso trabalho, e o uso de NPAu conseguiu 
prevenir este efeito, mostrando eficiência em prevenir um dos sintomas mais 
presentes em paciente com DA (Lanea et al., 2018). Nossos resultados apontam 
para um efeito protetor mitocondrial das NPAu, que poderá auxiliar na proteção do 
déficit cognitivo induzido por resistência cerebral à insulina, tanto na memória 
espacial como na memória de reconhecimento. 
Após assegurar a eficácia do uso de NPAu em modelo de resistência à 
insulina cerebral testamos o uso dessa biomolécula em um modelo de demência 
induzido por AO. O AO, é um inibidor de proteínas fosfatase (PP), principlamente a 
PP2A (Zhang e Simpkins, 2010), inibe a defosforilação da proteína Tau, gerando 
hiperfosforilação e emaranhados neurofibrilares, sendo um modelo utilizado para 
mimetizar o dano cognitivo e a perda de memória observado em pacientes com DA 
(Cohen et al., 1990). No trabalho de Souza (2017), mostramos que o AO induziu 
défict na memória espacial, no labirinto de Barnes, associado ao aumento do 
estresse oxidativo, avaliado por diminução da atividade de enzimas antioxidantes e 
aumento de marcadores pro-oxidantes. O estudo de Souza (2017), tambem mostrou 
que a dose de NPAu de 2,5mg/kg é mais efetiva em previnir os danos cognitivos e 
marcadores de estresse oxidativo em regiões cerebrais que uma dose de 5mg/kg. 





memória espacial/aversiva, neuroinflamação e neurotrofinas em córtex e hipocampo 
de ratos.  
As NPAu mesmo quando usadas perifericamente ultrapassam a barreira 
hematocefálica e afetam a formação de placas Aβ in vivo (Gao et al., 2017), 
entretanto os mecanismos, e de que forma elas afetam o hipocampo e córtex 
cerebral ainda são escassos. Este efeito das NPAu pode direcionar uma possível 
nova estratégia terapêutica para o tratamento de demências, tipo DA, que envolvam 
disfunção dessas regiões cerebrais. Avaliando a função mitocondrial no córtex 
cerebral, os nossos resultados mostraram que os niveis basais, sem adição de 
substrato para CTE, e  a produção de H2O2, estavam similares em todos os grupos. 
A ativação da respiração mitocondrial causou um aumento semelhante na produção 
de H2O2 em todos grupos, mostrando que a CTE estava funcionante independente 
dos tratamentos. Entretanto, quando inibimos a fosforilação oxidativa com a 
oligomicina, que é um inibidor da ATP sintase, ocorreu um aumento na produção de 
H2O2 nos grupos controle e AO+NPAu quando comparados com seu mesmo grupo 
somente com succinato. No grupo AO não ocorreu esse aumento mostrando que 
mesmo com a atividade do CTE normal o AO poderia afetar a atividade desta 
enzima e diminuir a produção de ATP, e as NPAu foram eficientes em previnir este 
efeito. A formação do potencial de membrana mitocondrial induzido por succinato 
não foi afetada pelos tratamentos, mostrando a integridade das membranas 
mitocondriais. 
No hipocampo, os níveis basais de H2O2 estavam similares (dados não 
mostrados) e a ativação da CTE com succinato causou efeitos similares nos grupos 
controle e AO, contudo no grupo AO+NPAu ocorreu uma menor produção de H2O2 
mostrando que tratamento com NPAu pode proteger esta estrutura de um possível 
excesso de produção de ERO em modelo de demência. Um resultado 
surpreendente foi que o uso de oligomicina não produziu alterações nos niveis de 
produção de H2O2  neste tecido. A formação do potencial de membrana mitocondrial 
induzido por succinato não foi afetado pelos tratamentos, mostrando a integridade 
das membranas mitocondriais. O AO na dose de 200ug mostrou indução de 
disfunção mitocondrial por aumentar da produção de ERO, alteração no 
metabolismo do cálcio e na formação do potencial de membrana mitocondrial em 





acredita-se que a dose e o tempo de avaliação poderiam explicar a diferença entre 
os resultados do nosso estudo, mas no mesmo estudo  houve uma diminuição da 
concentração de ATP em cérebro de ratos, o  que esta de acordo com nossos 
resultados se considerarmos a atividade da ATP sintase como um marcador da 
produção de energia (Kamat et al., 2011).  
A dinâmica mitocondrial, fissão e fusão, também são afetadas pelo AO 
em cultura de neurônios, mostrando que esse composto tem uma ação direta nesta 
organela no SNC (Cho et al., 2012), além de causar estresse de retículo, um fator 
atualmente associado diretamente com maior formação de ERO e demências 
(Placido et al., 2017). Nossos resultados apontam que as NPAu podem afetar 
positivamente a funcionalidade da mitocôndria, protegendo as mitocôndrias 
cerebrais em modelos de demência, mantendo a sinergia entre CTE e fosforilação 
oxidativa dando um suporte energético para o cérebro, sendo um possível alvo 
terapêutico dessas biomoléculas. 
O ouro tem uma capacidade antioxidante já descrita (Tsai et al., 2007) e 
as NPAu atuam como um efetivo agente antioxidante por inibirem a formação de 
ERO, sequestrando radicais livres e melhorando a ação de enzimas antioxidantes 
(BarathManiKanth et al., 2010; Sul et al., 2010). A taupatia atinge diretamente o 
centro da memória e da cognição que envolve o hipocampo e córtex, responsáveis 
por manter intacta a consciência e funções cognitivas. Portanto, danos nessas 
regiões geram alterações nos estados afetivos como: expressões de raiva, alegria, 
tristeza e ternura (Pennartz et al., 2009; Sestieri et al., 2017), características 
observadas em demências do tipo DA, que têm como característica fisiopatologica a 
taupatia (McDonald e Hong, 2013.). 
A memória espacial, com um componente aversivo no modelo de AO, 
avaliada pelo labirinto aquatico de Morris, ao contrário do modelo de STZ via ICV, 
não apresentou a mesma diferença durante a fase de aquisição da memória, onde 
somente no segundo dia de teste houve prejuizo da memória nos grupos AO 
independente do tratamento com NPAu, a partir do terceiro dia todos os grupos 
mostraram a mesma performance. A dose de 100ug, quatro semanas após sua 
injeção, tambem não afetou a fase de aquisição da memória no trabalho de Li et al. 
(2014). O uso de AO 100ug causou défict cognitivo no teste do labirinto aquático 6 





mostrou que AO nas doses de 50 e 100ug causaram dano na aquisição, entretanto 
foi avaliado 13 dias após sua injeção. Esses dados permitem especular que o tempo 
pós injeção de AO pode ser um fator essencial para avaliação da memória espacial 
no labirinto aquático. Durante a evocação da memória, no dia teste, os animais com 
NPAu mostraram melhorar a performance, mesmo no grupo AO, mostrando que as 
NPAu tem capacidade de melhorar a formação da memória em animais controles e 
submetidos ao AO. Nossos resultados não apontaram um défict cognitivo nos 
animais AO na dose de 100ug ICV, mas apontaram para um efeito benéfico na 
cognição mesmo em animais controles, colocando as NPAu como um possivel 
modulador de mecanismo de memória, e apontando como uma molecula que pode 
trazer beneficios para cognição, mesmo sem o desenvolvimento de doenças, como 
ocorre no evelhecimento. 
Os processos de aquisição e manutenção da memória de longa duração são 
regulados por fatores de neurotransmissão, sinápticos, neurogenese e fatores 
tróficos (Stranahan et al., 2008). Fatores de crescimento, como BDNF e NGF, estão 
envolvidos no processo de formação de novos neurônios, sinapses, diferenciação, 
maturação e sobrevivência das células do SNC, tanto em humanos quanto em 
animais, portanto são moduladores da plasticidade cerebral que podem apresentar 
diminuição da sua ação em modelos animais de DA e durante o envelhecimento 
(Von Bohlen Und Halbach e Von Bohlen Und Halbach, 2018).  Em nosso trabalho os 
níveis destes fatores neurotróficos, BDNF e NGF foram diminuídos pelo AO 
independente do uso das NPAu tanto em córtex quanto em hipocampo. Apesar de 
não ter observado um prejuizo cognitivo induzido por AO no tempo em que foi 
avaliado, esta diminuição de neurotrofinas nos grupos AO pode mostrar que um dos 
mecanismos de dano deste modelo seja a diminuição da produção de fatores 
tróficos pelo AO.  O uso de AO 24h em cultura de neurônios induziu a diminuição na 
produção de BDNF via um mecanismo de diminuição da sinalização da via PI3K/Akt, 
uma via reconhecida de sobrevivência e neurogênese (Atasoy et al., 2017). Um 
modelo de neuroinflamação por lipopolissacarídeo (LPS) não diminuiu os níveis de 
BDNF em hipocampo apesar de causar neuroinflamação (Guan e Fang, 2006).   
As NPAu não aumentaram a síntese desses fatores neurotróficos, portanto o 
mecanismo protetor ou potencializador na função cognitiva das NPAu, como 





síntese de neurotrofinas, ou pelo menos, não no periodo em que foi avaliado em 
nosso trabalho. Talvez no inicio do dano causado pelo AO ou dos testes cognitivos 
possa ter ocorrido uma modulação nesses fatores, que não conseguimos detectar, 
proposta que deve ser melhor investigada em outros estudos. Além disso, as vias de 
sinalização intracelular desses fatores podem estar aumentadas e isto merece novas 
análises. Entretanto já foi demonstrado neste trabalho que as NPAu aumentam a 
funcionalidade da mitocôndria e por outros trabalhos que elas diminuem o estresse 
oxidativo (Pires, 2015; Souza, 2017), portanto podemos propor que a via principal de 
melhora da função cognitiva pelas NPAu sejam através de melhorarem a 
capacidade mitocondrial cerebral, propiciando um melhor aporte energético, 
capacidade de impedir o cálcio de causar excitoxicidade e evitar o estresse oxidativo 
(Parbo et al., 2017). 
A neuroinflamação pode causar efeitos deletérios como apoptose, dano 
mitocondrial, estresse oxidativo, gerando a cronicidade e perpetuando a liberação de 
mais citocinas pró-inflamatórias (Ferreira et al., 2014). A resposta neuroinflamatória 
induz a contínua liberação de citocinas inflamatórios a partir de algum insulto inicial e 
é mais relevante no contexto do desenvolvimento de doenças no SNC, como na DA, 
Parkinson e Huntington (Akiyama et al., 2000). O processo inflamatório cerebral 
pode afetar vias de sinalização de neurotransmissores, que diminuem a formação de 
novas memórias e consolidação do aprendizado, consequentemente prejudicando a 
memória de longa duração (Lourenço et al, 2013). A neuroinflamação prolongada 
pode ser uma das principais causas das disfunções e déficits cognitivos observados 
em doenças que tenham essa causa na sua etiologia e também no envelhecimento, 
uma vez que afeta áreas do cérebro envolvidas nos processos cognitivos como 
córtex e hipocampo, deixando os neurônios dessas regiões mais vulneráveis a 
degeneração (Barrientos et al., 2012). A ativação microglial e liberação de citocinas 
como IL-1β, IL-6, e TNF-α diminui a neurogênese e causa prejuízo cognitivo 
(Rostami et al., 2017).  
Condições neuroinflamatórias crônicas afetam a progressão da DA, portanto 
medicamentos que atuem como anti-inflamatórios são necessários para o 
tratamento eficaz da doença. TNF-α e IL-6 tem sido relatado por induzirem 





DA (Kim et al., 2017.), contudo nossos resultados não mostraram alterações nos 
níveis de TNF-α no hipocampo e córtex por nenhum tratamento. A neuroinflamação 
ativa a microglia e inflamassomas que secretam fatores inflamatórios como a IL-1β 
que também está sendo relatado como indutor da inflamação em pacientes com DA 
(White et al., 2017). Em um modelo de DA por Aβ, ICV, houve aumento de IL-1β e 
déficit cognitivo, e um composto com atividade anti-inflamatória diminuiu esses 
valores e foi capaz de restaurar a performance cognitiva (Nutchareeporn et al., 
2017). Os nossos resultados mostraram que a IL-1β foi aumentada por AO e NPAu 
em hipocampo e pelo AO no córtex, mostrando uma ativação das células de defesa 
cerebrais nesses tecidos. Atualmente se discute se a ativação da microglia está 
associada somente com neurodegeneração ou se tem um papel essencial para o 
cérebro inclusive na formação de memória e em processos anti-inflamatórios, sendo 
essencial a ativação dessas células para a manutenção da saúde cerebral 
(Ransohoff, 2016). Propomos que o aumento da produção de IL-1β como fator 
inflamatório é uma resposta natural e necessária da microglia em resposta ao 
agente estressor, no caso AO, e que o uso de NPAu ativaria ainda mais essas 
células de defesa para proteger o hipocampo e córtex. A IL-1β foi recentemente 
associada com plasticidade hipocampal e necessária para a formação de memória 
no teste de labirinto aquático e sua deleção causa déficit cognitivo (Takako et al., 
2017), mostrando uma nova função dessa citocina que sempre foi reconhecida por 
causar dano inflamatório. 
O processo inflamatório crônico pode causar danos ao cérebro e deve ser 
combatido por um mecanismo de defesa anti-inflamatório, que também pode ser 
feita por células da glia (Gyun e Kyoungho, 2017) e por outras células de defesa do 
corpo. A IL-4 é uma citocina anti-inflamatória, que diminui a ação e sinalização de 
citocinas inflamatórias como TNF-α e IL-6 e diminui o processo inflamatório crônico, 
causando a polarização da microglia para o fenótipo do tipo 2 anti-inflamatório 
(Casella et al., 2016). O trabalho mostrou que a IL-4 não foi afetada pela NPAu ou 
AO isoladamente, entretanto foi aumentada por NPAu no grupo AO+NPAu tanto em 
hipocampo como em córtex, apontando que as NPAu poderiam aumentar a síntese 
de fatores anti-inflamatórios no cérebro para proteger contra insultos que causam 
inflamação e demência. Em um modelo de doença de Parkinson o uso terapêutico 





polarização M2, sendo um fator anti-inflamatório (Hühner et al., 2017).  As NPAu 
diminuem a sinalização inflamatória por inibir a via do TNF-α e isto auxilia também 
na diminuição do estresse oxidativo (Lai et al., 2016). Pereira et al. (2012), utilizou as 
NPAu para combater os efeitos inflamatórios do LPS, e mostrou que as mesmas 
formam capazes de reduzir a sinalização inflamatória por interferir na via TLR4-NF-
κB. Nossos resultados apontam um novo mecanismo de neuroproteção da NPAu por 
aumentar a síntese de IL-4 e causar uma ativação benéfica da micróglia. Esses 
resultados apontam que, apesar de AO não causar déficit cognitivo e 
neuroinflamação como mostrado no trabalho de Kamat et al. (2012), isto pode ter 
sido por causa do tempo de avaliação após a injeção da droga, mas que as NPAu 
ativaram a microglia de hipocampo e córtex, ativando a plasticidade necessária para 




























A partir dos resultados deste trabalho, pode-se dizer que as NPAu, na dose 
de 2,5mg/kg, de tamanho 20nm, morfologia esférica, e utilizadas por 21 dias, com 
intervalo de 48hs, aplicadas por via IP, aparentou não causar prejuízo hepático, 
sérico, oxidativo e mitocondrial.  
Os resultados também mostram que as NPAu quando utilizadas no 
tratamento para prevenir o desenvolvimento das condições fisiopatológicas 
causadas pelos dois modelos de demência utilizado em nesse estudo apresentou 
melhora no quadro inflamatório, oxidativo, cognitivo e na função energética 
mitocondrial, mostrando ser uma nanomolécula promissora para o tramento dessas 
demências. No entando, mais estudos ainda são necessários para descartar 























 Propor tempos diferentes de aplicação das NPAu; 
 Avaliar cascata de sinalização para determinar possíveis vias de ação do 
tratamentocom NPAu; 
 Realizar novos testes comportamentais para melhor compreender o 
mecanismo de prevenção ao dano de memória; 
 Analisar dano de DNA utilizando a dose e os modelos utilizados utilizados 
neste trabalho ; 
 Analisar via de excressão das NPAu, mensurando a quantidade eliminada e o 
tempo necessário para elimininação total no corpo;  
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